EVALUATION PHYTOCHEMISTRY, CYTOTOXIC ANALYSIS AND ANTIMICROBIAL GROSS ETHANOL EXTRACT OF LEAVES Annona muricata L. (ANNONACEAE) by Alfaia, Daiani Patrícia Silva & Almeida, Sheylla Susan Moreida da Silva de
Macapá, v. 6, n. 1, p. 26-30, 2016
Disponível em http://periodicos.unifap.br/index.php/biota
Submetido em 20 de Março de 2015 / Aceito em 02 de Janeiro de 2016
ARTIGO
Biota Amazônia  ISSN 2179-5746 
RESUMO. As folhas de Annona muricata L. são muito utilizadas medicinalmente, contra doenças parasitárias, incluindo helmintíases, 
disenteria, malária e sintomas relacionados. A população amapaense utiliza como analgésicos e contra infecções urinárias. Essa 
pesquisa objetivou realizar a triagem fitoquímica, analisar atividade citotóxica e antibacteriana do extrato bruto etanólico das folhas 
de Annona muricata L. Através do método descrito por Estevam et al. detectaram-se as classes: alcaloides, esteroides e triterpenoides. A 
citotoxicidade foi analisada frente à Artemias salinas, através do método de Mayer com algumas adaptações, onde se testaram 
concentrações do extrato bruto das folhas de 50µg/mL, 100µg/mL, 250µg/mL, 500µg/mL, 750µg/mL, 1000µg/mL, observou-se 
toxicidade nas concentrações a partir de 250µg/mL de extrato.  A análise antimicrobiana, foi determinada através do método Kirby-
Bauer com algumas adaptações, utilizou-se cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae. Foram utilizadas três 
concentrações extrato bruto. A concentração de 25mg/mL e a de 50mg/mL mostraram halos de inibição frente à cepa de E. coli. Esses 
resultados demonstram o potencial dessa espécie para fonte de compostos antibacterianos. Sendo assim, os resultados contidos neste 
estudo justificam parcialmente seu uso popular.
Palavras-chave: Produtos naturais, graviola, metabólitos secundários.
ABSTRACT: The leaves of Annona muricata L. are widely used medicinally, against parasitic diseases, including helminths, dysentery, 
malaria and related symptoms. The Amapá population use as analgesics and against urinary infections. This research aimed to perform 
the phytochemical screening, analyze cytotoxic activity and antibacterial of the crude ethanol extract of leaves Annona muricata L. By the 
method described by Esteban et al. were detected classes: alkaloids, steroids and triterpenoids. Cytotoxicity was analyzed against the 
Artemia salina, by the method of Mayer with some adaptations, it was tested crude extract concentrations of leaves of 50µg/mL, 
100µg/mL, 250µg/mL, 500µg/mL, 750µg/mL, 1000µg/mL, observed toxicity at concentrations from 250μg/mL extract. The 
antimicrobial analysis was determined by the Kirby-Bauer method with some adaptations, we used strains of Staphylococcus aureus, 
Escherichia coli, Klebsiella pneumonia. Were used three crude extract concentrations. The concentration of 25mg/mL and 50mg/mL showed 
zones of inhibition against the strain of E. coli. These results demonstrate the potential of this species to source of antibacterial compounds. 
Therefore, the results shown in this study partially justify its popular use.
Keywords: Natural products; soursop; secondary metabolites.
Evaluation phytochemistry, cytotoxic analysis and antimicrobial gross ethanol extract of leaves Annona 
muricata L. (Annonaceae)
1. Introdução
As observações populares sobre o uso de plantas 
medicinais contribuem de forma relevante para as 
pesquisas, pois vem sendo a primeira fonte de informação 
para que seja feita uma investigação científica das 
propriedades medicinais de uma planta.
Annona muricata é uma pequena árvore tropical cujos 
frutos são comestíveis e usados comercialmente para a 
produção de doces, sucos e sorvetes (CHEONG, 2011), seu 
habitat é a floresta e suas folhas são muito utilizadas 
medicinalmente por infusão (BRADACS, 2011). Alega-se 
que as frutas e as folhas da Annona muricata possuem um 
efeito tranquilizante e sedativo (HAMID, 2012). Diversos 
extratos vegetais foram estudados por Broglio- Micheletti 
et al. (2009) com o objetivo de avaliar sua eficiência no 
controle de Rhipicephalus (Boophilus) microplusem 
laboratório e A. muricata apresentou o maior poder 
acaricida, com eficácia de 100%.
A família Annonaceae é muito usada medicinalmente. 
Diversas espécies desta família foram estudas na América 
do Sul e mostraram alta atividade biológica. A partir de 
plantas da família Annonaceae foram isolados 
acetogeninas (PETTITETAL, 2008), estes produtos naturais 
apresentam uma ampla gama de propriedades biológicas, 
tais como citotóxica, imunossupressora, pesticida, 
atividades antiparasitárias e antimicrobianas e seu 
potencial para inibir células que têm resistência a múltiplas 
drogas, com isso tem atraído interesse crescente (BERMEJO 
et al., 2005).
Pesquisa etnobotânica realizada nas regiões Centro e 
Sul dos Camarões revelam que Annonaceae, incluindo A. 
muricata, são localmente usadas na medicina tradicional 
para curar muitas doenças parasitárias, incluindo 
helmintíases, disenteria, malária e sintomas relacionados 
(BOYONET et al., 2011). Diante da relevância 
etnofarmacológica, várias espécies de Annona 
(Annonaceae) são usadas na medicina tradicional 
mexicana por seu efeito anti-ansiedade, propriedades 
anticonvulsivante e tranquilizante (JOSABAD, 2011). A 
decocção das folhas é usada na cabeça para matar 
piolhos e outros insetos, enquanto nas Ilhas do Caribe o chá 
é usado como sedativos (WATISON et al., 2009).
Intensivas investigações químicas das sementes e folhas 
desta espécie levaram ao isolamento de um grande 
número de acetogeninas. Estes compostos mostram algumas 
atividades biológicas interessantes, como citotoxicidade,
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antitumoral, antiparasitária e propriedades pesticidas 
(GLEYE et al., 1997). Um estudo de avaliação das 
propriedades antimicrobianas e antifúngicas das 
substâncias ativas de A. muricata sobre meios de cultivo de 
S. aureus, S. mitis, S. mutans e C. albicans, demonstrou que os 
compostos acetogênicos promovem halos de inibição 
(VALEJO et al., 2006).
Diante disso, esta pesquisa objetivou realizar a 
prospecção fitoquímica, análise antimicrobiana e citotóxica 
com A. salina do Extrato Bruto Etanólico das folhas de A. 
muricata L.
2. Materiais e Métodos
A pesquisa foi realizada no Laboratório de 
Farmacognosia e Fitoquímica do Curso de Farmácia da 
Universidade Federal do Amapá.
Coleta do material vegetal
A espécie A. muricata L. foi coletada em um bairro da 
zona Sul do município de Macapá no estado do Amapá.
Preparação da amostra e obtenção do extrato
As folhas foram lavadas depois secadas em uma estufa 
à temperatura de aproximadamente 45°C. A extração foi 
realizada à quente em sistema fechado, por meio de 
extração sob refluxo (FALKENBERG; et al., 2007). Neste 
caso, usou-se 35g de material, para 750mL de etanol, 
filtrou-se, e por fim, fez-se a concentração em rota 
o
evaporador à 55 C.
Prospecção Fitoquímica 
Esta foi uma análise qualitativa, realizada com o extrato 
bruto etanólico (EBE), de acordo com a metodologia 
proposta por Estevam (2009). Foram investigadas as 
seguintes classes metabólicas: ácidos orgânicos, fenóis, 
taninos, polissacarídeos, açúcares redutores, flavonoides, 
alcaloides, esteroides, triterpenoides, resinas, antraquinonas, 
depsídios e depsidonas.
Toxicidade em A. salina
Realizou-se através do tradicional método de Mayer 
(NUNES, 2008) com algumas adaptações. Dez larvas de 
Artemia salina (náuplios) foram transferidas para tubos de 
ensaios contendo água artificial do mar e o EBE, em seis 
diferentes concentrações cada uma em triplicata. O teste 
ocorreu com as seguintes concentrações do EBE: 50µg/mL, 
100µg/mL, 250µg/mL, 500µg/mL, 750µg/mL e 
1000µg/mL. A contagem dos animais mortos e vivos foi 
realizada após 24 horas. Para análise dos dados foi 
utilizado o programa estatístico BioEstat 5.0, software 
gratuito, para aplicações estatísticas (Ayres et al., 2007).
Análise Antimicrobiana
A análise antimicrobiana foi determinada através do 
método Kirby-Bauer (SEQUEIRA, 2009) com algumas 
adaptações. Utilizou-se cepas de Staphylococcus aureus 
(ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922) e Klebsiella 
pneumoniae (ATCC 13883). Para controle positivo foram 
utilizados antibióticos padronizados. Discos de papel foram 
esterilizados e embebidos nas concentrações de 25mg, 
50mg e 100mg de EBE.
3. Resultados e Discussões
Obteve-se um rendimento de, aproximadamente, 114 
mg de EBE, após evaporação do total do solvente.
Dentre os 10 testes realizados com a espécie, foram 
obtidos apenas 2 resultados positivos. Os testes que 
reagiram positivamente foram para as seguintes classes: 
alcaloides, esteroides e triterpenoides. Sendo que os dois 
últimos foram investigados em um único teste. Como mostra 
a Tabela 1.
Atualmente, a função natural de muitos metabólitos 
secundários tem sido reavaliada, reconhecendo-se que 
estes são, de fato, essenciais para a existência dos vegetais. 
Tem sido observado que muitas plantas que produzem 
alcaloides são evitadas por animais e insetos em sua dieta, 
isso certamente devido à sua toxicidade ou ao fato de a 
maioria dos alcaloides ter gosto amargo (SANTOS, 2010).
A presença de alcaloides pode ser assinalada em 
ampla gama de atividades biológicas investigadas, ou seja, 
não se restringe a um único órgão ou sistema específico. 
Assim, pode-se citar ametina (amebicida e emético), 
atropina, hiosciamina e escopolamina (anticolinérgico), 
reserpina e protoveratrina A (anti-hipertensivo), quinina 
(antimalárico), camptotecia, vimblastina e vincristina 
(antitumorais), codeína e noscapina (antitussígeno), morfina 
(hipinoanalgésico), quinidina (depressor cardíaco), cafeína 
(estimulante do SNC), teobromina e teofilina (diuréticos), 
colchicina (tratamento da gota) entre outros (SANTOS, 
2010).
Os alcaloides são compostos nitrogenados 
farmacologicamente ativos e são encontrados 
predominantemente em angiospermas, na sua grande 
maioria, possuem caráter alcalino, com exceções tais como 
colchicina, piperina, oximas e alguns sais quaternários como 
o cloridrato de laurifolina (SANTOS, 2010).
Os alcaloides são constituintes muito comuns nessa família, 
sendo já demonstrado em isolamentos (LIMA, 2011). 
Biologicamente, alcaloides agem provavelmente nos sistemas 
neurotransmissores opiáceos, GABAérgicos, colinérgicos, 
muscarínicos, serotoninérgicos e dopaminérgicos. Por isso, é 
empregado largamente como hipotensor arterial, 
simpatolítico, diurético, vasoconstrictor periférico, estimulante 
respiratório, anestésico, agente bloqueador adrenérgico, 
espasmogênico intestinal, sedativo e relaxante do músculo 
esquelético. Além disso, são responsáveis pelos efeitos
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Classes de 
metabólitos 
Resultado Classes de metabólitos Resultado 
Ácidos Orgânicos Negativo Alcaloides Positivo 
Fenóis e Taninos Negativo Esteroides e Triterpenoides Positivo 
Polissacarídeos Negativo Resinas Negativo 
Açúcares redutores Negativo Antraquinonas Negativo 
Flavonoides Negativo Depsídios e depsidonas Negativo 
 
Tabela 1. Testes toquímicos e respectivos resultados. / Table 1. Phytochemicals tests 
and results.
alucinógenos do tabaco, de bebidas e rapés utilizados 
por nativos da Amazônia, bem como pelas propriedades 
sedativas. Outros alcaloides são parasiticidas e 
apresentam citotoxicidade em células cancerosas. Testes 
contra a doença de Chagas mostram que esses alcaloides 
são ativos contra epimastigotos de Tripanosoma cruzi 
(PEREIRA, 2007).
Os esteroides e triterpenoides apresentam ação 
antiinflamatória, antibacteriana e analgésica, segundo 
Dewick (1997), os esteroides formam uma classe de me-
tabólitos secundários formados por descarboxilações de 
precursores que se originam a partir dos triterpenos 
(RODRIGUES; et al., 2010), isso pode estar relacionado 
com diversas ações farmacológicas. Os esteróides podem 
apresentar diversas ações farmacológicas, sendo as 
principais: antiinflamatória e analgésica (RODRIGUES, 
2010).
De acordo com Silva (2009) a família Anonácea é 
caracterizada pela presença de terpenoides 
(principalmente diterpenos), alcaloides (principalmente 
derivados isoquinolínicos), além de óleos essenciais cuja 
composição é predominantemente de monoterpenos e 
sesquiterpenos, logo as três classes metabólicas 
detectadas no presente estudo estão de acordo com as 
características fitoquímicas da família Annonaceae 
descrito na literatura.
Os triterpenos são um dos grupos de terpenos mais 
estruturalmente diversificados (DOMINGO, 2009). Os 
terpenos constituem uma ampla classe de produtos 
naturais, que possuem muitas funções no reino vegetal e na 
saúde humana (ROBERTS, 2007). Estas classes de 
substâncias defendem muitas espécies de plantas, animais 
e microrganismos contra predadores, patógenos e 
competidores, e estão envolvidas na transmissão de 
mensagens sobre a presença de alimento e organismos 
nocivos. No entanto, o papel biológico de diversos 
terpenoides ainda não é totalmente conhecido 
(GERSHENZON, 2007). Nessa classe, existem mais de 40 
mil estruturas diferentes, com vários compostos que servem 
como importantes agentes farmacêuticos (ROBERTS, 
2007).
O pirofosfato de isopentenila (IPP) e o seu isômero 
pirofosfato de λ,λ-dimetilalila (DMAPP), também 
chamados de unidades de isopreno, são os precursores 
dos terpenoides. Os diversos tipos de terpenoides são 
formados pela condensação de moléculas de IPP por 
meio de enzimas conhecidas como preniltransferases 
(ROBERTS, 2007).
A maioria dos triterpenos são tetracíclicos 6-6-6-5 e, 
principalmente, pentacíclicos 6-6- 6-6-5 e 6-6-6-6-6, mas 
podendo ocorrer acíclicos, monocíclicos, bicíclicos, tricíclicos 
e hexacíclicos, contendo acima de 100 esqueletos 
descritos como produtos naturais. O 2,3-epoxiesqualeno e 
provavelmente o precursor da maioria dos triterpenoides 
3ƒÀ-hidroxilados (XU, 2004).
Os triterpenos pentacíclicos são de grande interesse 
devido às diversas atividades biológicas apresentadas, 
servindo como candidatos ou protótipos de novos 
medicamentos (ALVARENGA, 2006). Estudos com a 
friedelina indicaram a atividade antiproliferativa, 
proapoptótica (MARTUCCIELLO, 2010), antiinflamatória, 
analgésica e antipirética (ANTONISAMY, 2011). Isso 
pôde ser observado pela formação de halo nas amostras 
microbianas.
Eles são de grande interesse devido às diversas 
atividades biológicas apresentadas, servindo como 
candidatos ou protótipos de novos fármacos. Devido a 
todas essas características, em poucos anos, inúmeros 
estudos têm sido dedicados aos triterpenos (SILVA, 2014).
O provável gatilho da “morte celular programada”, ou 
apoptose, parece ser a inibição de enzimas metabólicas 
do DNA, no entanto, isso não é claramente estabelecido. 
Independentemente disto, esta abordagem molecular 
pode ser utilizada como ferramenta na inibição do 
crescimento tumoral, seja como agente antitumoral ou 
como adjuvante da terapia antitumoral. Cisplatina, 
bleomicina (A  e B ), neocarzinostatina e agentes 
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monofuncionais alquilantes do DNA podem ser 
potencializados com o uso de inibidores de enzimas 
metabólicas do DNA (DENG, 1999 apud VECHIA, 2009).
A toxicidade sobre A. salina é um bioensaio 
conveniente como “screening” prévio no monitoramento de 
extratos de plantas (ARAÚJO, 2010). É um ensaio 
importante para isolamento e identificação de compostos 
presentes nessas frações ativas e para caracterização da 
atividade biológica dessa planta medicinal.
No ensaio de toxicidade sobre A. salina a 
concentração necessária para matar 50% das larvas foi 
observada nas concentrações a partir de 250µg/mL de 
extrato, como mostra a Tabela 2. Logo, a concentração 
letal do extrato para 50% das larvas (CL50) apresenta-
se relativamente baixa, visto que a atividade é 
considerada significativa quando o valor da CL50 é 
menor do que 1000g/mL (STEFANELLO, 2006).
Essa toxicidade pode estar relacionada com a 
presença de alcaloides, compostos que formam uma 
classe de metabólitos secundários estruturalmente 
bastante diversificada que se caracterizam por 
apresentar uma ampla gama de atividades biológicas, e 
que tornam as plantas altamente tóxicas. Entretanto, 
estudos mais detalhados para a avaliação da toxicidade 
dos extratos bioativos empregando-se outros modelos (in 
vitro e in vivo) se fazem necessários.
Quanto à avaliação antimicrobiana, as concentrações 
de 25mg/mL e o de 50mg/mL mostraram pequenos halos
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Concentração em mg/mL Média de indivíduos mortos 
50 4,33 
100 4,66 
250 5,66 
500 5,66 
750 6,66 
1000 9,66 
Controle 4 
 
Tabela 2. Análise citotóxica em A. salina. / Table 2. Analysis of cytotoxic A. salina.
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de inibição medindo, respectivamente, 7mm e 8mm de 
diâmetro frente à cepa de E. coli (25922), como mostra a 
Tabela 3. Em virtude da inibição, testes mais específicos 
como a Concentração Inibitória Mínima (CIM) necessitam 
ainda ser realizados. A atividade antimicrobiana pode 
estar relacionada com a presença de triterpenoides, 
constituintes que têm inúmeras atividades terapêuticas, 
entre elas, antibacterianas, antiinflamatórias, antifúngicas e 
antidiuréticas (BANDEIRA et al., 2007). Segundo Wink 
(1993) citado por Santos (2010) essa inibição também 
pode estar relacionada à presença de alcaloides, como a 
solanina e sanguinarina, que assim com outros metabólitos 
secundários possui um comprovado papel na defesa contra 
a invasão de microrganismos e vírus.
Segundo Silva (2011), seus estudos com extratos 
hidroalcóolicos e aquosos das folhas de A. muricata não 
demonstraram atividade antibacteriana frente às cepas de 
E. colli. Estes resultados são divergentes em relação aos 
encontrados neste estudo, porém este fato pode estar 
associado ao modo de preparo dos extratos assim como 
também a linhagem microbiana analisada. Pois no presente 
estudo utilizou-se extrato etanólico, o que torna diferente 
dos estudos citados a cima.
Efeitos anti-bacterianos de extratos aquosos e etanólicos 
de sementes de Moringa oleifera e de A. muricata foram 
examinados contra diversos tipos de bactéria incluindo E. 
coli. Os extratos aquosos de A. muricata apresentaram 
efeito antibacteriano contra S. Aureus e V. cholerae, mas 
ação antibacteriana dos extratos etanólicos da espécie não 
foi demonstrada (VIERA, 2010).
De acordo com resultados encontrados neste estudo, 
constatou-se que as classes de metabólitos secundários 
presentes em A. muricata são os mesmos, os quais 
apresentam atividades farmacológicas contra várias 
doenças descritas na literatura, sendo também os mesmos já 
descritos em vários estudos realizados com as diversas 
espécies deste gênero. Esses resultados demonstram o 
potencial dessa espécie tanto para fonte de compostos 
antibacterianos como de analgésicos, necessitando assim de 
outros estudos.
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